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Publicatienummer: 0 784 674 B 1 
Octrooihouden Novozymes A/S 

NIEUW LIPOLYTISCH ENZYM 

5 

Beschrijving 
Technisch gebied 

10 [0001] De onderhavige uitvinding heeft betrekking op nieuwe lipolytische enzy- 
men. Meer in het bijzonder voorziet de onderhavige uitvinding in nieuwe lipolytische 
enzymen die zijn afgeleid van Fusarium culmorum. 

[0002] Lipolytische enzymen vinden veel industriele toepassingen. Alkalische li- 
pases zijn van bijzonder belang voor gebruik in detergens samenstellingen. 
15 [0003] Alkalische lipases van microbiele oorsprong zijn beschreven, waaronder 
lipases die zijn verkregen uit Fusarium. Lipases die zijn verkregen uit Fusarium culmo- 
. rum zijn niet beschreven. 


20 


SAMENVATTING VAN DE UITVINDING 

* M 
[0004] Het is een doel van de onderhavige uitvinding om te voorzien in nieuwe 

alkalische lipolytische enzymen (EC 3. L I .3). 

[0005] Overeenkomstig voorziet de onderhavige uitvinding in een eerste aspect in 2^ 
een lipolytisch enzym afgeleid van Fusarium culmorum. 
25 [0006] Het enzym heeft een pH optimum in het bereik van ongeveer 7 tot ongeveer 

9, meer in het bijzonder ongeveer pH 8, indien bepaald bij 30 °C met tributyrine als m 
substraat. 

[0007] Het enzym heeft de volgende N-tenninale aminozuur sequentie (cf. SEQ ID CD 
NO:l): ~5 

30 

Ala-Val-Ser-ValrSer-Thr-Thr-Asp-Phe-Gly-Asn-Phe-Lys^^ 
Gly-Ala-Ala-Ala-Tyr-Xaa-Asn- 
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[0008] In zijn tweede aspect voorziet de onderhavige uitvinding in een werkwijze 
voor de bereiding van het lipolytische enzym, welke werkwijze het kweken omvat van 
een. lipaseproducerende stam van Fusarium culmorum in een geschikt voedingsmedi- 
urn, welk koolstof en stikstofbronnen en andere anorganische zouten bevat, gevolgd 

5 door het winnen van het Upolytische enzym. 

[0009 J In zijn derde aspect vooxziet de onderhavige uitvinding in een werkwijze 
voor de bereiding van het lipolytische enzym, welke werkwijze het isoleren omvat van 
een DNA fragment, welk codeert voor het lipolytische enzym; het combineren van het 
DNA fragment met een geschikt expressiesignaal in een geschikte plasmidevector; het 

10 introduceren van de plasmidevector in een geschikte gastheer, ofwel als een autonoom 
replicerend plasmide of geintegreerd in het chromosoom; het kweken van het gastheer 
organisme onder omstandigheden die leiden tot de expressie van het lipolytische en- 
zym; en tlerwinnea van het enzym uit het kweekmedium. - - 
[0010] In verdere aspecten voorziet de onderhavige uitvinding in detexgens samen- 

15 stellingen, evenals detergens toevoegingen, omvattend het lipolytische enzym van de 
onderhavige uitvinding. 

[0011] Tenslotte voorziet de onderhavige uitvinding in een biologisch zuivere 
kweek van de stam Fusarium culmorum CBS 5 13.94. 

20 GEDETAILLEERDE BESCHRIJVING VAN DE UITVINDINQ 

Het micro-organisme 

[0012] De onderhavige uitvinding voorziet in lipolytische enzymen afgeleid van 


^ 


25 een stam van de schimmel Fusarium culmorum. Fusarium culmorum is een bekende 
soort en stammen van Fusarium culmorum zijn gedeponeerd en zijn algemeen verkrijg- 
baar bij deponeer instituten, b.v. Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zell- 
kulturen (GmbH (DSM), Duitsland en American Type Culture Collection (ATCQ, 
U.S.A. 

30 [0013] Bij een voorkeursuitvoeringsvorm voorziet de onderhavige uitvinding in ITU 
een lipolytisch enzym afgeleid van de stam Fusarium culmorum DSM 1094, Fusarium 
culmorum DSM Fusarium culmorum 62184, Fusarium culmorum DSM 62188, Fusari- ^) 
urn culmorum DSM 62191, Fusarium culmorum DSM 62223, Fusarium culmorum 
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[0008] In zijn tweede aspect voorziet de onderhavige uitvinding in een werkwijze 
voor de bereiding van het lipolytische enzym, welke werkwijze het kweken omvat van 
een. lipaseproducerende stam van Fusarium culmorum in een geschikt voedingsmedi- 
um, welk koolstof en stikstofbronnen en andere anorganische zouten bevat, gevolgd 
5 door het winnen van het lipolytische enzym. 

[0009] In zijn derde aspect voorziet de onderhavige uitvinding in een werkwijze 
voor de bereiding van het lipolytische enzym, welke werkwijze het isoleren omvat van 
een DNA fragment, welk codeert voor het lipolytische enzym; het combineren van het 
DNA fragment met een geschikt expressiesignaal in een geschikte plasmidevector; het 
10 introduceren van de plasmidevector in een geschikte gastheer, ofwel als een autonoom 
replicerend plasmide of geihtegreerd in het chromosoom; het kweken van het gastheer 
organisme onder omstandigheden die leiden tot de expressie van het lipolytische en- 
zym; eri het^vinnefi van het enzym nit het kweekmedium. - 

[001 0] In verdere aspecten voorziet de onderhavige uitvinding in detergens samen- 
15 stellingen, evenals detergens toevoegingen, omvattend hef hpolytische enzym van de 
onderhavige uitvinding. 

[0011] Tenslotte voorziet de onderhavige uitvinding in een biologisch zuivere 
kweek van de stam Fusarium culmorum CBS 5 1 3.94. 

20 GEDETAILLEERDE BESCHRDVING VAN DE UITVINDINQ 

. - L T 

Het micro-organisme c ^ ^ 

[0012] De onderhavige uitvinding voorziet in lipolytische enzymen afgeleid van ^» 
25 een stam van de schimmel Fusarium culmorum. Fusarium culmorum is een bekende 
soort en stammen van Fusarium culmorum zijn gedeponeerd en zijn algemeen verkrijg- 
baar bij deponeer instituten, b.v. Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zell 
kulturen CGmbH (DSM), Duitsland en American Type Culture Collection (ATCC), 

30 [0013] Bij een voorkeursuitvoeringsvorm voorziet de onderhavige uitvinding in w i3 
een lipolytisch enzym afgeleid van de stam Fusarium culmorum DSM 1 094, Fusarium 
culmorum DSM Fusarium culmorum 62184, Fusarium culmorum DSM 621 88, Fusari- 
um culmorum DSM 62191, Fusarium culmorum DSM 62223, Fusarium culmorum 
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ATCC 12656, Fusarium culmorum ATCC 15620, Fusarium culmorum -,ATCC 16430, 
Fusarium culmorum ATCC 16551, Fusarium culmorum ATCC 26556, Fusarium 
culmorum ATCC 34910, Fusarium culmorum ATCC 34913, Fusarium culmorum AT- 
CC 36017, Fusarium culmorum ATCC 36879, Fusarium culmorum ATCC 36881, 
5 Fusarium culmorum ATCC 36886, Fusarium culmorum ATCC 44417, Fusarium 
culmorum ATCC 46040, Fusarium culmorum ATCC 56088, Fusarium culmorum AT- 
CC 56089, Fusarium culmorum ATCC 60275, Fusarium culmorum ATCC 60362, 
Fusarium culmorum ATCC 62214, Fusarium culmorum ATCC 62215, of Fusarium 
culmorum ATCC 64075, of een mutant of een variant daarvan. 

10 [0014] Bij zijn meest de voorkeur genietende uitvoeringsvorm voorziet de onder- 
havige uitvinding in een lipolytisch enzym dat is afgeleid van de stam Fusarium culmo- 
rum CBS 513.94 of een mutant of een variant daarvan. Deze stam is gedeponeerd over- 
eenkomstigTiet Budapest Treaty on the International Recognition of the Deposit of Mi- 
croorganisms formule the Purposes of Patent Procedure at Centraal bureau Voor 

15 Schimmelcultures (CBS), Oosterstraat 1, Postbus 273, NL-3740 AG Baarn, Nederland, 
op25oktober 1994. 

[0015] In een ander aspect voorziet de onderhavige uitvinding in een biologisch 
zuivere kweek van de stam Fusarium culmorum CBS 513.94. 

20 Fysisch-chemische eigenschappen 

[0016] Bij voorkeursuitvoeringsvormen kan het lipolytische enzym van de onder- 
havige uitvinding worden gekenmerkt doordat het een of meer van de volgende fy- 
sisch-chemische eigenschappen heeft. 
25 [0017] Het enzym heeft een molecuulgewicht van 28,4 kDa, zoals bepaald door 
middel van massaspectrometrie. 

Bereiding van het lipolytische enzym 

30 [0018] Het lipolytische enzym van de onderhavige uitvinding kan worden bereid 
door middel van het kweken van een stam van Fusarium culmorum in een geschikt 
voedingsmedium, welk koolstof- en stikstofbronnen en anorganische zouten bevat, ge- 
volgd door het winnen van het lipase. Bij een voorkeursuitvoeringsvorm is de lipase 
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producerende stara de stam Fusarium culmorum CBS 513.94 of een mutant of een va- 
riant daarvan. 

[0019] Het lipolytische enzym kan ook worden verkregen door middel van recom- 
binant DNA technologie door middel van werkwijzen, welke op zich in de huidige 

5 stand der techniek bekend zijn, b.v. het isoleren van een DNA fragment dat codeert 
voor het lipase, het combineren van het DNA fragment met een geschikt expressiesig- 
naal (s) in een geschikte vector, het introduceren van de vector of delen daarvan in een 
geschikte gastheer, ofwel als een autonoom replicerend plasmide of geTntegreerd in het 
chromosoom, het kweken van het gastheer organisme onder omstandigheden die leiden 

10 tot de expressie van het lipase en het winnen van het lipase uit het kweekmedium. 

[0020] Bij voorkeursuitvoeringsvormen van de onderhavige uitvinding is het gast- 
heer organisme van bacteriele oorsprong, bij voorkeur een stam van Escherichia coli, 
of een stanrvan Bucillus, of een stam van Streptomyces, of vanschimmeloorsprong, bij 
voorkeur een stam van Aspergillus, een stam van Neurospora, een stam van Fusarium, 

15 of een stam van Trichoderma, of een gistcel, bij voorkeur een stam van Saccharomy- 
ceSy of een stam van Kluyveromyces, of een stam Van Hansenula, of een stam van Pi- 
chia. 

[0021] Na het kweken kan het lipolytische enzym worden gewonnen en worden 
gezuiverd uit het kweekmedium door middel van gebruikelijke werkwijzen, zoals hy- 
20 drofobe kolomchromatografiematografie, ionenuitwisselingschrpmatografie of combi- 
naties daarvan; 

Lipolytische activiteit <Q 

y> 

25 [0022] De lipolytische activiteit kan worden bepaald met gebruik van tributyrine 
als substraat. Deze werkwijze is gebaseerd op de hydrolyse van tributyrine door middel 
van het enzym en de consumptie van de alkalische stof wordt gemeten als een fimctie 
vantijd. 

[0023] Een Lipase Eenheid (U) wordt gedefinieerd als de hoeveelheid enzym, wel- ^ 1 ff 

30 ke onder standaard omstandigheden (dat wil zeggen bij 30 °C; pH 7,0; en tributyrine als 
substraat) 1 jxmol titreerbaar boterzuur per minuut vrijmaakt. Arabische gom wordt 
gebruikt als emulgator. 


OB 
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[0024] Een folder AF 95/5, welk deze analytische werfcwijze in meer detail be- 
schrijft is op verzoek verkrijgbaar bij Novo Nordisk A/S Denemarken, welke folder 
hierin door referentie is opgenomea 


5 Detergens samenstellingen 

[0025] Het lipolytische enzym van de onderhavige uitvinding kan normaliter een 
substantie zijn van een detergens samenstelling. Als zodanig kan het worden toege- 
voegd aan de detergens samenstelling in de vorm van een niet stuivend granulaat, een 

10 gestabiliseerde vloeistof, of een beschermd enzym. Niet stuivende granulaten kunnen 
b.v. worden vervaardigd zoals beschreven in de Amerikaanse octrooischriften 
4.106.991 en 4,661.452 (beide op naam van Novo Industri A/S) en kunnen eventueel 
wordeiTbekleed door middel van werkwijze die bekend zijn in de hnidige stand der 
techniek. Voorbeelden van wasachtige bekledingsmaterialen zijn poly(ethyleenoxide) 

1 5 producten (polyethyleenglycol, PEG) met geiniddelde molecuulgewichten van 1 000 tot 
20000; geethoxyleerde nonylfenolen, welke 16 tot 50 ethyleenoxide-eenheden hebben; 
geethoxyleerde vetzuuralcoholen, waarin de alcohol van 12 tot 20 koolstofatomen be- 
vat en waarin er 15 tot 80 ethyleenoxide-eenheden zijn; vetzuuralcoholen; vetzuren; en 
mono- en di- en triglyceriden van vetzuren. Voorbeelden van filmvormende bekle- 

20 dingsmaterialen die geschikt zijn voor de toepassing door middej van gefhridiseerd bed 
technieken worden gegeven in het Britse octrooischrift GB 1483591. Vloeibare enzym- 
preparaten kunnen b.v. worden gestabiliseerd door middel van de toevoeging van een 
polyol zoals propyleenglycol, een suiker of een suikeralcohol, melkzuur of boorzuur, 
overeenkomstig gebruikelijke werkwijzen. Andere enzymstabilisatoren zijn algemeen 

25 bekend in de huidige stand der techniek. Beschermde enzymen kunnen worden bereid fP? d 
overeenkomstig de werkwijze beschreven in het Europese octrooischrift EP 23 8.2 1 6. Q $ 


[0026] De detergens samenstelling van de onderhavige uitvinding kan in elke ge- 
schikte vorm, b.v. als poeder, granulaat, pasta of vloeistof zijn. Een vloeibaar detergens 


kan waterig zijn, normaliter bevat het tot en met 70% water en 0-30% organisch op- 
30 losmiddel, of het kan niet-waterig zijn. 

[0027] De detergens samenstelling omvat een of meer oppervlakte-actieve stoffen, 

welke elk van anionisch, niet ionisch, kationisch of zwitterionisch kunnen zijn. Het ^Tffl 

detergens zal normaliter 0-50% van een anionische oppervlakte-actieve stof zoals line- 
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air alkylbenzeensulfonaat (LAS), alfa-alkeensulfonaat (AOS), alkylsulfaat (vetzuural- 
coholsulfaat) (AS), alcoholethoxysulfaat (AEOS of AES), secundaire alkaansulfonaten 
(SAS), alfa-sulfo vetzuurmethylesters, alkyl- of alkenylsuccinezuur of zeep bevatten. 
Het kan ook 0-40% niet ionische oppervlakte-actieve stoffen bevatten, zoals alcoho- 
lethoxylaat (AEO of AE), gecarboxyleerde alcoholethoxylaten, nonylfenolethoxylaat, 
alkylpolyglycoside, alkyldimethylamineoxide, geethoxyleerde vetzuurmonoethanola- 
mide, vetzuurmonoethanolamide, of polyhydroxyalkyl vetzuuramide (b.v. zoals be- 
schxeven in WO 92/06154). 

[0028] De detergens samenstelling kan bovendien een of meer andere enzymen 
bevatten die nonnaliter in detergens samenstellingen worden gebruikt, zoals een amyla- 
se, een cutinase, een protease, een celhilase, een peroxidase en/of een oxidase. 
[0029] Het detergens kan 1-65% van een detergens bouwstof of complexerend 
middel"bevatten, zoals zeoliet, difosfaat, trifosfaat, fosfonaat, citraat, nitrilotriazijnzuur 
(NTA), ethyleendiaminetetraazijnzuur (EDTA), diethyleentriaminepentaazijnzuur 
(DTMPA), alkyl of alkenylsuccinezuur, oplosbare silicaten of gelaagde silicaten (b.v. 
SKS-6 van Hoechst). Het detergens kan ook zonder bouwstoffen zijn, dat wil zeggen 
wezenlijk vrij van detergens bouwstof. 

[0030] Het detergens kan een of meer polymeren bevatten. Vooibeelden zijn car- 
boxymethylcellulose (CMC), poly(vinylpynolidon) (PVP), polyethyleenglycol (PEG), 
po!y(vinylalcohol) (PVA), polycaiboxylaten zoals polyacrylaten, maleme/acrylzuur 
copolymeren en lauiyl methacrylaat/acrylzuur copolymeren. 

[0031] Het detergens kan een bleeksysteem bevatten, welk een H2O2 bron kan om- 
vatten, zoals perboraat of percarbonaat, welk kan worden gecombineerd met een per- 
zuur vormende bleekmiddel activator zoals tetraacetylethyleendiamine (TAED) of non- 
anoyloxybenzeensulfonaat (NOBS). Op altematieve wijze kan het bleeksysteem 
peroxyzuren van b.v. de amide, imide of sulfonsoort bevatten. 

[0032] De enzymen van de detergens samenstelling van de onderhavige uitvinding 
kunrien worden gestabiliseerd met gebruik van traditionele stabilisatiemiddelen, b.v. 
een polyol zoals propyleenglycol of glycerol, een suiker of suikeralcohol, melkzuur, 
boorzuur of een boorzuurderivaat zoals b.v. een aromatische boraatester en de samen- 
stelling kan worden geprepareerd zoals beschreven in b.v. WO 92/19709 en WO 
92/19708. 
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[0033J Het detergens kan ook andere gebruikelijke detergens ingredientenbevatten 
zoals b.v. stofconditioners, waaronder kleien, schuimversterkers, uitzakonderdrukkers, 
anticorrosiemiddelen, vuil suspenderende middelen, antivuil rederx^itiemiddelen, 
kleurstoffen, bacteriociden, witmakers of parfum. 
5 10034] De pH (gemeten in een oplossing in water bij de gebnriksconcentratie) zal 
normaliter neutraal of alkalisch zijn, b.v. in het bereik van 7-11. 
[0035 J Kenmerkende vonnen van detergens samenstellingen binnen de omvang 
van de onderhavige uitvinding omvatten: 

10 1) Een detergens samenstelling geprepareerd als een granulaat, welk een bulkdichtheid 
heeft van ten minste 600 g/1, omvattend 


Lineair aKylBcnzcensulfonaat (berekend als zuur) ~ " 

742% 

Alcoholethoxysulfaat (b.v. C l2 .ig alcohol, 1-2 EO) of alkylsulfaat (b.v. C l6 .,s) 

1-4% 

Alcoholethoxylaat (b.v. Q4-15 alcohol, 7 EO) 

5-9% 

Natriumcarbonaat (als Na 2 C0 3 ) 

14-20% 

Oplosbaar silicaat (als Na 2 C>, 2 SiOJ 

2-6% 

Zeoliet (als NaA 1 Si0 4 ) 

15-22% 

Natriumsulfaat (als Na^C^) 

0-6% 

Natriumcitraat/citrocnzuur (als CeHs^CVQsHgOy) 

0-15% 

Natriumpcrboraat (als NaB<>3 -H 2 0) 

11-18% 

TAED 

2-6% 

Carboxymethylcellulose 

0-2% 

Polymcrcn (b.v. maletnc/acrylzuur copolymecr, PVP, PEG) 

0-3% 

Enzymen (berekend als zuiver enzymeiwit 

0,0001-0.1 % 

Minder belangrijke tngredienten (b.v. uitzakonderdrukkers, parfurn, witmaker, 
fotobleekmiddel) 

0-5% 


2) Een detergens samenstelling geprepareerd als een granulaat, welk een bulkdichtheid 

1 5 heeft van ten minste 600 g/1, omvattend j 

t. 



CO 

m 
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Lineair aDcylbcnzecnsulfonaat (berekend als zuur) 

6-11 % 

Alcoholethoxysulfaat (b.v. C ( ms alcohol, 1-2 EO) of alkylsulfaat (b.v. C^is) 

1-3 % 

Alcoholethoxylaat (b.v. Cu-u alcohol, 7 EO) 

5-9 % 

Natriumcaibonaat (als Na 2 C0 3 ) 

15-21 % 

Zeoliet(alsNaAlSi0 4 ) 

24-34% 

Natriumsulfaat (als Na2S0 4 > 

4-10% 

Natriumcitraat/citrocnzuur (als CtfHsNaaOT/QHgOr) 

0-15% 

Natriuinperboraat (als NaB0 3 .H 2 0) 

11-18% 

Carboxymethylccllulose 

0-2% 

Polymeren (b.v. malemeVacxylzuur copolymeer, PVP, PEG) 

1-6% 

Enzymen (berekend als zuiver enzymeiwit 

0,0001-0.1 % 

Minder belangrijke ingredienten (b.v. uitzakonderdmkkers, parfum) 

0-5% 


3) Een detergens samenstelling geprepareerd als een granulaat, welk een bulkdichtheid 
heeft van ten minste 600 g/1, omvattend 


Lineair alkylbenzeensulfonaat (berekend als zuur) 

5-9% 

Alcoholethoxylaat (b.v. C 14 _i 5 alcohol, 7 EO) 

7-14 % 

Zeep als vetzuur (b.v. C lS -22 vetzuur) 

1-3 % 

Natriumcarbonaat (als Na 2 COj) 

10-17% 

Oplosbaar silicaat (als Na 2 0, 2 Si0 2 ) 

3-9% 

ZeoIiet(alsNaAl Si0 4 ) 

23-33 % 

Natriumsulfaat (als Na 2 SO«) 

0-4% 

Natriumperboraat (als NaB0 3 .H 2 0) 

8-16% 

TAED 

2-8 % 

Fosfonaat (b.v. EDTMPA) 

0-1 % 

Carboxymethylcellulose 

0-2% 

Polymeren (b.v. maleineVacrylzuur copolymeer, PVP, PEG) 

0-3 % 

Enzymen (berekend als zuiver enzymeiwit 

0,0001-0.1 % 

Minder belangrijke ingredienten (b.v. uitzakonderdrukkers, parfum, witmaker) 

0-5 % 


4) Een detergens samenstelling geprepareerd als een granulaat, welk een bulkdichtheid 
heeft van ten minste 600 g/1, omvattend 


- 1 
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Lineaxr alkylbcnzecnsulfonaat (berekcnd als zuur) 

8-12% 

Alcoholethoxylaat (b.v. C14.1S alcohol, 7 EO) 

10-25 % 

Natriumcaibonaat (als Na 2 COj) 

14-22% 

Oplosbaar silicaat (als Na 2 0, 2 SiOi) 

1-5% 

Zeoliet(alsNaAl Si0 4 ) 

25-35% 

Natrramsulfaat (als NajSO^ 

0-10% 

Caxboxymethylcelhilose 

0-2% 

Polymcren (b.v. maleTne./acrylzuur copolymecr, PVP, PEG) 

1-3% 

Enzymen (berekend als zuiver cnzymeiwit 

0,0001-0.1 % 

Minder belangnjke ingredienten (b.v. uitzakonderdrukkers, parfom) 

0-5% 

5) Een waterige vloeibare detergens samenstelling omvattend 

Lineair alkylbenzeensulfonaat (berekend als zuur) 

15-21 % 

Alcoholethoxylaat (b.v. C1M5 alcohol, 7 EO of C l2 . l5 alcohol, 5 EO) 

12-18% 

Zeep als vetzuur (b.v. oliezuur) 

3-13 % 

Alkcnylsuccinezuur (C| 2 .| 4 ) 

0-13% 

Aminoethanol 

8-18 % 

Citroenzuur 

2-8 % 

Fosfonaat 

0-3% 

Porymeren (b.v. PVP f PEG) 

0-3% 

Boraat (als B4O7) 

0-2% 

Ethanol 

0-3 % 

Propyleengrycol 

8-14% 

Enzymen (berekend als zuiver enzymeiwit 

0,0001-0.1 % 

Minder belangnjke ingredienten (b.v. dispergeermiddelen, uitzakonderdnikkers, 
parfum, witmaker) 

0-5% 


(■ 3 
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6) Een waterige gestructureerde vloeibare detergens samenstelling omvattend 


Lineair aDcylbenzeensulfonaat (berekend als zuur) 

15-21 % 

Alcoholethoxylaat (b.v. C u . tJ alcohol, 7 EO of C 12-15 alcohol, 5 EO) 

3-9% 

Zeep als vetzuur (b.v. ohezuur) 

3-10% 

Zeoliet(alsNaA 1 Si0 4 ) 

14-22 % 

Kaliumcitraat 

9-18% 

Boraat (als B4O7) 

0-2% 

Carboxymethylcellulose 

0-2% 

Polymeren (b.v. PVP, PEG) 

0-3% 

Verankerende polymeren zoals b.v. lauryl methacrylaat/acrylzuur copolymcer, 
molaire verhouding 25:1; molecuulgewicht 3800 

0-3% 

Glycerol 

0-5% 

Enzymen (berekend als zuiver enzymeiwit 

0,0001-0.1 % 

Minder belangrijke ingredienten (b.v. dtspergeermiddelen, uitzakonderdrukkers, 
parfum, witmaker) 

0-5 % 


7) Een detergens samenstelling geprepareerd als een granulaat, welk een bulkdichtheid 
5 heeft van ten minste 600 g/1, omvattend 


Vetzuuralcoholsulfaat 

5-10 % 

Geethoxyleerd vetzuur monoethanolamide 

3-9% 

Zeep als vetzuur (b.v. Cis_22 vetzuur) 

0-3% 

Natriumcarbonaat (als Na 2 C0 3 ) 

5-10% 

Oplosbaar silicaat (als Na 2 0, 2 SiOJ 

1-4 % 

Zeoliet(alsNaA 1 Si0 4 ) 

2040% 

Natriumsulfaat (als Na 2 S0 4 ) 

2-8 % 

Natriumperboraat (als NaB03.H 2 0) 

12-18% 

TAED 

2-7 % 

Polymeren (b.v. male'ineVacrylzuur coporymeer, PEG) 

1-5 % 

Enzymen (berekend als zuiver enzymeiwit 

0,0001-0.1 % 

Minder belangrrjke ingredienten (b.v. witmaker, uitzakonderdrukkers, parfum) 

0-5% 


1 "tJ 
[ 1] 
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8) Een detergens samenstelling geprepareerd als een granulaat, omvattend 


Lineair aDcylbcnzccnsulfonaat (berekcnd als zuur) 

8-14 % 

Gccthoxylecrd vetzuur monoethanolamide 

5-11 % 

Zecp als vetzuur (b.v. C l8 _22 vetzuur) 

0-3% 

Natriumcaifoonaat (als Na 2 C0 3 ) 

4-10% 

Oplosbaar silicaat (als Na 2 0, 2 SiOJ 

1-4% 

ZcoHet(alsNaAlSi04) 

30-50% 

Natriumsulfaat (als Na 2 S0 4 ) 

3-11 % 

Natriumcitraat (als QHs^Oy) 

5-12% 

Pofymeren (b.v. PVP, maleme/acrylzuur copolymeer, PEG) 

1-5% 

Enzymen (berekead als zuiver enzymeiwit 

0,0001-0.1 % 

Minder bclangrijkc ingredienten (b.v. witmaker, parfum) 

0-5% 

9) Een detergens samenstelling geprepareerd als een granulaat, omvattend 

Lineair alkylbenzeensulfonaat (berekend als zuur) 

6-12% 

Nict ionische oppervlaktc-acticve stof 

1-4% 

Zeep als vetzuur (b.v. C 18 -22 vetzuur) 

2-6 % 

Natriumcarbonaat (als Na 2 C03) 

14-22 % 

Zeohet(alsNaA 1 Si0 4 ) 

18-32% 

Natriumsulfaat (als Na 2 S0 4 ) 

5-20% 

Natriumcitraat (als C6H5Na 3 07) 

3-8 % 

Natriumperboraat (als NaBOj JI 2 0) 

4-9% 

Bleekactivator (b.v. NOBS of TEAD) 

1-5% 

Carboxymethylcelhilose 

0-2% 

Polymcren (b.v. polycarboxyiaat of PEG) 

1-5 % 

Enzymen (berekend als zuiver enzymeiwit 

0,0001-0.1 % 

Minder belangrijke mgredienten (b.v. witmaker, parfum) 

0-5% 


£33 
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10) Een waterige vloeibare detergens samenstelling omvattend 


Ltneair alky Ibenzeensulfonaat (berekend als zuur) 

15-23% 

Alcohokthoxysulfaat (b.v. C12-15 alcohol, 2-3 EO) 

8-15% 

Alcobolethoxylaat (b.v. C^.u alcohol, 7 EO, of C| 2 .is alcohol, 5 EO) 

3-9% 

Zeep als yetzuur (b.v. laurinezuur) 

0-3% 

Aminoethanol 

1-5 % 

Natriumcitraat 

5-10% 

Natriumsulfaat (als Na^SO*) 

5-10% 

Hydrotroop (b.v. natriumtohieensulfonaat) 

2-6 % 

Boiaat (als B4O7) 

0-2% 

Cartoxymethylcellulose 

0-2% 

Ethanol 

1-3% 

Propyleenglycol 

2-5 % 

Enzymen (berekend als zuiver enzymeiwit 

0,0001-0.1% 

Minder belangrijke ingredienten (b.v. uitzakonderdrukkers, parfum, witmaker) 

0-5% 


1 1) Een waterige vloeibare detergens samenstelling omvattend 


Lineair alkylbenzeensulfonaat (berekend als zuur) 

20-32 % 

Alcobolethoxylaat (b.v. C l2 -is alcohol, 7 EO, of C^-is alcohol, 5 EO) 

6-12% 

Aminoethanol 

2-6% 

Citroenzuur 

8-14 % 

Boraat (als B4O7) 

1-3% 

Polymeer (b.v. maleine/acrylzuur coporymeer , verankerend polymeer zoals b.v. 
lauryl methacrylaat/acrylzuur coporymeer) 

0-3% 

Glycerol 

3-8 % 

Enzymen (berekend als zuiver enzymeiwit 

0,0001-0.1 % 

Minder belangrijke ingredienten (b.v. hydrotropen, dispergeermiddelen, parfum, 
witmaker) 

0-5% 


5^ 
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12) Een detergens samenstelling geprepareerd als een granulaat, welk een bulkdicht- 
heid heeft van ten minste 600 g/1, omvattend 


Anionische oppervlakte-actieve stof (lineair alkylbenzeensulfonaat, alkylsulfaat, 
alfa-alkeensulfonaat, alfa-sulfo vetzuurmcthylcsters, alkaansulfonaten, zecp) 

25-40% 

Nict ionische oppervlakte-actieve stof (b.v. alcoholethoxyiaat) 

1-10% 

Natriumcarbonaat (als NajCQs) 

8-25% 

Oplosbaar silicaat (als Na 2 0, 2 SiOJ 

5-15 % 

Natnumsulfaat (als Na 2 S0 4 ) 

0-5 % 

Zeoliet (als NaA 1 Si0 4 ) 

15-28 % 

Natriumpcrboraat (als NaB03.4H 2 0) 

0-20% 

Bleekactivator (TAED of NOBS) 

0-5% 

Enzymen (berekend als zuiver enzymeiwit 

o,oooi-ai % 

Minder bejangrijke ingredienten (b.v. parfum, witmaker) 

0-5 % 


5 13) Detergens preparaten zoals beschreven in 1)-12), waaibij al of een deel van het 
lineaire alkylbenzeensulfonaat is vervangen door (Cn-i 8)alkylsulfaat 


10 


14) Een detergens samenstelling geprepareerd als een granulaat, welk een bulkdicht- 
heid heeft van ten minste 600 g/l» omvattend 


(C U -iB)alkylsulfaat 

9-15 % 

Alcoholethoxyiaat 

3-6% 

Polyhydroxyalkyl vetzuuramide 

1-5% 

Zeoliet (als NaA 1 Si0 4 ) 

10-20% 

Gelaagd disilicaat (b.v. SK56 van Hoechst) 

10-20% 

Natriumcarbonaat (als Na 2 C0 3 ) 

3-12% 

Oplosbaar silicaat (als Na 2 0, 2 SiOJ 

0-6% 

Natriumcitraat 

4-8% 

Natriumpercarbonaat 

13-22% 

TAED 

3-8% 

Polymeren (b.v.carboxylaten en PVP) 

0-5% 

Enzymen (berekend als zuiver enzymeiwit 

0,0001-0.1 % 

Minder belangrijke ingredienten (b.v. witmakers, fotobleekmiddelen, parfum, uit- 
zakonderdrukkers) 

0-5% 
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15) Een detergens samenstelling geprepareerd als een granulaat, welk een bulkdicht- 
heid heeft van ten minste 600 g/1, omVattend 


(C i?. i a)alkvlsulf aat 

A g OS . 

•t-o /□ 

Alcoholethoxy laat 

1 1-1 S % 

Zeep 

r 

\_A OA 
l-*r /O 

Zeoliet MAP of zeolict A 

35-45 % 

Natriumcarbonaat (als Na 2 COj) 

2-8 % 

Opldsbaar silicaat (als Na A 2 SiOj) 

0-4 % 

Natriumpercarbonaat 

13-22% 

TAED 

1-8 % 

Carboxymethy Icellulose 

0-3% 

Polymeren (b.v.carboxylaten en PVP) 

0-3% 

Enzymen (berekend als zuiver enzymeiwit 

0,0001-0.1 % 

Minder belangrijke ingredienten (b.v. witmakers, fosfonaat, parfiim) 

0-3% 


5 16) Detergens samenstelling zoals beschreven in 1) -tot 15) welke een gestabiliseerd of 
ingekapseld perzuur bevatten, ofwel als een extra toevoeging of als een substituent voor 
reedis beschreven bleeksystemen. 

17) Detergens samenstellingen zoals beschreven in 1), 3), 7), 9) en 12), waarbij perbo- 
1 0 raat wordt vervangen door percarbonaat. 

18) Detergens samenstelling zoals beschreven in 1), 3), 7), 9), 12), 14) en 15), welke 
bovendien een mangaankatalysator bevatten. De mangaankatalysator kan er b.v. een 
zijn zoals beschreven in "Efficient manganese catalysis formule low temperature blea- 

15 ching", Nature 369, 1994, pagina's 637-639. 

19) Detergens samenstelling geprepareerd als een niet waterige detergensvloeistof, om- 
vattend een vloeibare niet ionische oppervlakte-actieve stof zoals b.v. lineair geal- 
koxyleerd primair alcohol, een opbouwsysteem (b.v. fosfaat), enzym en alkalische stof. 

20 Het detergens kan ook anionische oppervlakte-actieve stoffen en/of een bleeksysteem 
omvatten. 
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[0036] Het lipolytische enzym van de onderhavige uitvinding kan worden inge- 
bracht in concentraties welke normaliter worden toegepast in detergenten. Het wordt nu 
overwogen dat bij de detergens samenstelling van de onderhavige uitvinding het lipase 
kan worden toegevoegd in een hoeveelheid overeenkomstig met 0,001-100 mg lipase 
5 per liter waswater. 

VOORBEELDEN 

[0037] De uitvinding wordt verder gefflustreerd met verwijzing naar de volgende 
10 voorbeelden, welke op geen enkele wijze bedoeld zijn om de omvang van de uitvinding 
zoals deze in de conclusies wordt beschreven te beperken. 

VoorbeeTdT " ' - - 

15 Kweekvoorbeeld 

[0038] Entkweken van de stam Fusarium culmorum CBS 513.94 werden vervaar- 
digd in 500 ml schudflessen, welke 100 ml van de volgende samenstelling bevatten: 


20 


25 


Maisweekvocht (gedroogd) 

12g/l 

-Glucose 

24 g/l 


[0039] Aan elke fles werd 0,5 g CaCO* en 0,5 ml blie toegevoegd. 

[0040] De pH werd bijgesteld naar 5,5 voordat er werd geautoclaveerd. 

[0041] Na 3 dagen bij 26 °C en 250 tpm, werd 5 ml van elk van de entkweken gei- 

noculeerd in schudflessen, welke 100 ml van het volgende medium bevatten: 


Pepton,Difco0118 

6gn 

Pepticase, Sheffield Products 

4g/l 

Gistextract, Difco 0127 

3gA 

Vleesextract, Difco 0126 

1,5 

Dextrose, Roquette 101-0441 

1 g/l 

Olijfolie, Sigma 

10g/l 


--o 
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[0042] De pH werd bijgesteld naar 7,3-7,4 voordat er werd geautoclaveerd. 
[0043] Het kweken vond plaats gedurende 9 dagen bij 26 °C en 250 tpm. De kwe- 
ken werden gecentrifugeerd en de superaatanten werden op een hydrofobe matrix ge- 
5 zuiverd (TSK gel Butyl ToyoPearl 650 C kolom, verkrijgbaar bij Tosoh Corporation, 
Japan) en toegepast in verdere studies. 

Voorbee!d2 

10 Karakteriseringsvoorbeeld 

pH optimum 

[0044] Het supernatant dat die werd verkregen overeenkomstig Voorbeeld 1 werd 
15 onderworpen aan de LU werkwijze voor het bepalen van lipaseactiviteit zoals hierbo- 
ven beschreven en de verhouding tussen pH en lipaseactiviteit van het lipolytische en- 
zym van de onderhavige uitvinding werd bij 30 °C bepaald in het bereik van pH 6 tot 
pH 10. 

[0045] De resultaten van deze karakterisering worden weergegeven in Figuur 1. 
20 Het lipolytische enzym heeft een pH optimum in het bereik van,ongeveer pH 7 tot on- 
geveer pH 9, meer in het bijzonder ongeveer pH 8. 

Bepaling van het molecuulgewicht 

25 [0046] Massaspectrometrie werd uitgevoerd met gebruik van matrixondersteunde 

laser desorptie ionisatie time-of-flight (MALDI-TOF) massaspectrometrie in een VG " ^ 

Analytical TofSpec. Ten behoeve van massaspectrometrie werd 2 \il monster, zoals ^ 1> 

verkregen volgens Voorbeeld 1 werd gemengd met 2 \il verzadigde matrixoplossing 
(a-cyaan-4-hydroxykaneelzuur in 0,1 % TFAracetonitril (70:30)) en werd 2 \xl van het 

30 mengsel op de doelplaat gespot. Voor de introductie in de massaspectrometer werd het 
oplosmiddel door middel van verdamping verwijderd. Het monster werd gedesorbeerd 
en geioniseerd door middel van 4 ns laserpulsen (337 nm) bij een drempelwaarde laser- 
vermogen en versneld in de veldvrije vluchtbuis door middel van een versnellingsspan- 


o 

a 
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ning van 25 kV. Ionen werden gedetecteerd door middel van een microkanaalplaat, 
welke op 1850 V was ingesteld. De spectra werden extern gekalibreerd met eiwitten 
van een bekende massa. 

[0047] Er werd een massa van 28,4 kDa bepaald. 

5 

N-terminale aminozuursequentie 

[0048] Met gebruik van standaard werkwijzen voor het verkrijgen en bepalen van 
de volgorde van peptides [Findlay & Geisow (Eds.) (1989); Protein Sequencing - a 
10 practical approach; IRL Press], werden de volgende 25 N-terminale aminozuurresiduen 
van het lipolytische enzym geldentificeerd, zoals weergegeven door SEQ ID NO:l 
(waarbij Xaa een onbekend aminozuurresidu weergeeft): 

Ala-Val-Ser-Val-Ser-Thr-Thr-Asp-Phe-Gly-Asr^ 
1 5 Gly-Ala-Ala-Ala-Tyr-Xaa-Asn- 

Voorbeeld 3 


20 


Lipolytische activiteit 


[0049] Met gebruik van een monolaaginrichting (KSV-5000, KSV Instruments, 
Finland) werd het aangetoond dat het lipolytische enzym van Fusarium culmorum aan- 
zienlijk verhoogde activiteit heeft ten opzichte van dicaprine in de aanwezigheid van 
lange keten alcoholethoxylaten. 

25 [0050] Een gemengde monolaag in een goed gedefinieerde samensteUing, vervaar- r j 

digd uit een diglyceride substraat en een monobestanddeel alcoholethoxylaat (AEO: v I 

Heptaethyleenglycol monooctadecylether) wordt uitgespreid op een subfase in water 
(10 mM glycine, pH 10,0, 0,1 M EDTA, 25 °C). de oppervlaktedruk werd ingesteld op 
de gewenste waarde en een goed gedefinieerde hoeveelheid enzym (10 LU, lipase- 

30 eenheden zoals hierboven gedefinieerd) werd in de subfase getnjecteerd. Lipolytische 
activiteit manifesteert zich door middel van de snelheid van een mobiele barriere die de 
monolaag samendrukt teneinde een constante oppervlaktespanning te houden wanneer 
onoplosbare substraatmoleculen worden gehydrolyseerd naar meer wateroplosbare re- 
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actieproducten. Met gebruik van deze test werden lipblytisehe enzymen gediscrimi- 
neerd door middel van een parameter p welke de uiteindelijke oppervlakte-fractie aan 
substraat (dicaprine) aangeeft, welke ongehydrolyseerd blijft door het enzym zodra de 
lipolytische activiteit stopt 
5 [0051] Op deze wijze werd het lipase van de onderhavige uitvinding vergeleken 
met een Aspergillus lipase, welk normaliter werd gebruikt in detergenten (Lipolase™, 
verkrijgbaar bij Novo Nordisk A/S, Denemaiken). De resultaten worden in de hieron- 
der staande Tabel 1 weergegeven. 

10 Tabel I 


Verbeterde tolerantie van lipolytische enzym uit Fusarium 
"culmorum vergeleken met Lipolase™. 


P(30mN/m)* 

Lipolase IM 

Fusarium culmorum lipase 

57 % 
25% 


* toegepaste oppervlaktespanning 


[0052] Deze resultaten tonen aan dat indien vergeleken met Lipolase™, het lipoly- 
15 tische enzym dat werd verkregen uit Fusarium culmorum aanzienlijk efficienter is in- 
dien alcoholethbxylaten aanwezig zijn in de substraatfase. 


Voorbeeld 4 


20 Substraataffiniteit 


[0053] Een werkwijze is ontwikkeld welke is gericht op een eenvoudige vergelij- 
king van het vermogen van lipolytische enzymen om te accumuleren op of in een sub- 
straatfase (olijfolie) bij een alkalische pH (pH 9,0) en in de aanwezigheid van een niet 
25 ionische oppervlakte-actieve stof Dobanol 25-7 (2500 ppm) in de waterige fase. 
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Werkwijze 
[00541 

5 

1. Twee identieke bufferoplossingen (5 ml) worden bereid in 20 ml afsluitbare flesjes, 
("Monster" (s) en ''referentie" (r)). 

2. Enzym wordt toegevoegd aan **Monster" en "Referentie** en de lipaseconcentratie 
wordt bepaald (X LU/ml). 

10 3. Olijfolie wordt toegevoegd aan het '"Monster" en beide lipaseoplossingen worden 
heftig geschud. Incubatie overnacht bij 4 °C 
4. Overgebleven lipaseconcentratie in de waterige fasen wordt bepaald na de incubatie 
(Y,ro/mr;i=~r,s). " • 

15 Samenvatting van de incubatieomstandigheden 


[0055] 


Buffer 

100 mM glycine. 

PH 

9,0. 

Substraat 

olijfolie (5 ml). 

Temperatuur 

4°C. 

Lipase activiteit 

5-10LU/ml. 

incubatie 

overnacht (24-26 uur). 


■a 

o 


20 Evaluatie van gegevens 


25 


[0056] Het resultaat wordt berekend door middel van het vergelijken van het acti- 
viteitsverlies na incubatie in de waterige fase in contact met olijfolie ten opzichte van 
het activiteitsverlies in de waterige fase in de afwezigheid van olijfolie: 

a = Ys/Y T (zie boven) 


SB 


EU 0 784 674 Bl 


-I ... . 

NZAS-0020719 


[00571 


20 

De resultaten worden in de onderstaande Tabel 2 getoond. 


Tabel 2 


Substraataffiniteit 

Lipolytische enzym 

<*(%) 

Lipolase 11 " 

Fusarium culmorum lipase 

99% 
99% 


o 
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[0058] 

5 (2) Infonnatie voor SEQ ID NO: 1 : 
(i) Sequentiekenmeiken: 

(A) lengte: 25 aminozuien 

(B) Soort: aminozuur 

10 (C) Gestrengdheid: enkel 

(D) Topologie: lineair 

(iijiiiolecuursooit: pq>fide 
(v) fragmentsoort: N-terminal 
1 5 (vi) oorspronkelijke bron: 

(A) organisme: Fusarium culmorum 

(B) stam: CBS 513.94 

20 (ix) kenmerk: 

(A) Naam/Sleutel: CDS 

(B) Locatie: 101 1433 

25 (xi) Sequentiebeschrijving: SEQ ID NO: 1 : 


Ala-Val-Ser-Val-Ser-Thr-Thr-Asp-Phe-Gly-Asn-Phe-Lys-Phe-Tyr-Ile- 
15 10 15 

30 Gln-His-Gly-Ala-Ala-Ala-Tyr-Xaa-Asn- 

20 25 


o 
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INDICATIONS DELATING TO A DEPOSITED MICROORGANISM 
(PCTRuIc I3fcir) 


A. The indications made below relate to (be mkroorpaisa referred I© in tie description 
on pip 3 ,KneS M 9-14 

B. IDENnn C ATI ON OF DEPOSIT Farther deposit* are idectt'Ced on an additional sheet f~] 

Name of deporiury insticatioo 

CENTHAALBUREAU VOOR SCHIMMELCULTURES 


Address of depositary institution (wcWEaj i»ttd t*rfc onJ axsoj) 

Oosterstraat Postbus 273, NL-3740 AG Bam, Nether- 
land 


Date of deposit 

Acxeukm Number 


_J£5. October 1994 


. -CBS 513.94 


C ADDITIONAL INDICATIONS f/ewe blank '4 mot afpSetbk) This information is continued on an additional sheet 


Xn respect of those designations in which a European 
and/or Australian patent is sought, during the 
pendency of the patent application a sample of the 
deposited microorganism is only to be provided to an 
independent expert nominated by the person requesting 
the sample (Rule 28(4) EPC / Regulation 3.25 of 
Australia Statutory Rules 1991 No 71) . 


TJ. DESIGNATED STATES FOR WHICH INDICATIONS ARE MADE $f&*\*Jkaian**r*a*f<* *B d^gnouj $i*u,) 


' E* SEPARATE FURNISHING OF INDICATIONS (Ion* Uamk \fnot *pp6cabU) 

The indications listed below will be rubmiaed to the [ntenu bona I Bureau bier {Jpccifr ike general meturc cf tke rrnft cations e.f .» 'Accession 
Number cf Deposit') 


For receiving OEEcb me only 


This sheet was received with the international application 


Authorized, officer Q J^ ^ q 


Anne-Grethe Henriksson 
Head Cterk 


For International Bureau use only 


| 1 This sheet «i received by the International Bureau ore 


Authorized officer 


Form PCI7RO/13* (July 1992) 
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1 . Lipolytische enzym, welk: 

a) is afgeleid van een stam van Fusarium culmorum, 

b) een pH optimum heeft in het bereik van ongeveer 7 tot ongeveer 9, indien be- 
paald bij 30 °C met tributyrine als substraat en 

c) de volgende N-terminale aminozuursequentie heeft: 
Ala-Vd-Ser-Val-Ser-Thr-Thr-A^^ 
Gly-Ala-Ala-Ala-Tyr-Xaa-Asn- 

2. Lipolytische enzym volgens conclusie 1, welk is afgeleid van de stam Fusari- 
urn culmorum CBS 513.94. 

3. Lipolytische enzym volgens conclusie 1 of 2, welk een molecuulgewicht heeft 
1 5 van 28,4 kDa zoals bepaald door middel van massaspectrometrie. 

4. Werkwijze voor de befeiding van een lipolytische enzym volgens een van de 
conclusies 1-3, welke werkwijze het kweken omvat van een lipaseproducerende stam 
van Fusarium culmorum in een geschikt voedingsmedium, welk koolstof- en stikstof- 

20 bronnen en andere anorganische zouten bevat, gevolgd door het .winnen van het lipoly- 
tische enzym. - 

5. Werkwijze volgens conclusie 4, waarbij de lipaseproducerende stam de stam 
Fusarium culmorum CBS 5 13.94 is. 

25 

6. Werkwijze voor de bereiding van een lipolytische enzym volgens een van de 
conclusie 1-3, welke werkwijze het isoleren omvat van een DNA fragment, welk co- 
deert voor het lipolytische enzym; het combineren van het DNA fragment met een ge- ^ 
schikt expressiesignaal in een geschikte plasmidevector, het introduceren van de plas- 

30 midevector in een geschikte gastheer, ofwel als een autonoom replicerend plasmide of 
geintegreerd in het chromosoom; het kweken van het gastheer organisme onder om- 
standigheden die leiden tot de expressie van het lipolytische enzym; en het winnen van 
het enzym uit het kweekmedium. 
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7. Werkwijze volgens conclusie 6, waarin het gastheer organisme van bacteriele 
oorsprong is, bij voorkeur een stam van Escherichia coli, of een stam van Bacillus, of 
een stam van Streptomyces, of van schimmeloorsprong, bij voorkeur een stam van As- 

5 pergillus, een stam van Neurospora, een stam van Fusarium, of een stam van Tricho- 
derma, of een gistcel, bij voorkeur een stam van Saccharomyces, of een stam van Kluy- 
veromyces, of een stam van Hansenula, of een stam van Pichia. 

8. Detergens samenstelling omvattend het lipolytische enzym van een van de 
10 conclusies 1-3. 

9. Detergens samenstelling volgens conclusie 8, welke verder een of meer andere 
enzymeiTbeva^ in~het bijzohder proteases, amylases, cellulases, oxidases en/of peroxi- 
dases. 

15 

10. Detergens toevoeging omvattend het lipolytische enzym van een van de con- 
clusies 1-3, voorzien in de vorm van een granulaat, bij voorkeur een niet stuivend gra- 
nulaat, een vloeistof, in het bijzonder een gestabiliseerde vloeistof, een siurrie of een 
beschermd enzym. 

20 

11. Biologisch zuivere kweek van de stam Fusarium culmorum CBS 513.94. 
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